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論文内容の要旨

7 OOC以上でも生育可能な高度好熱菌Thermus t he rmoph i 1 us HB8 よりポリペプチド鎖延長因子

EF-Tu をコードする遺伝子を 2 個 (tufA遺伝子. tufB遺伝子)クローニングした。 tufA遺伝子

の 5' 末端上流にはEF-Gをコードする fus 遺伝子があり. tuf B遺伝子の 5 '末端上流には tRNAを

コードする遺伝子群が並んでいた。 T. thermophi lus HB8 の EF-Tu は 405 アミノ酸残基より成り，

分子量は 45 KDa であった。大腸菌と T. thermophi lus HB8 のEF-Tu のアミノ酸配列の相向性は

7 0.4 必であった。好熱菌の tuf 遣伝子の'G+C 含量は 6 2.9 労，コドン 3 文字自のG+C含量は 8 4.5 

9ぢと高く，好熱菌の染色体DNAは強く G+ C pressure を受けている事がわかる。 tufA 遺伝子と

tuf B 遣伝子を比較した所. 1 1 箇所で塩基置換が起こっており，そのうち 5 箇所でアミノ酸置換

(保存性のあるアミノ酸置換は 3 箇所)が起こっていた。終止コドンも UGA (tufA遺伝子)←→ UAA

(tuf B遣伝子)に変化していた。 G+ C pressure の強くかかったバクテリアにおいてUAAが終止

コドンとして機能している例が見つかった。大腸菌のEF-Tu のアミノ酸配列に対応しない配列がT.

thermophi lus HB8 の EF-Tu 中で見出された。それはMe t -1 8 2 ~ G 1 y-1 9 1 の配列で，乙の周

辺領域は非常に親水性lと富み，且つ 1 0 アミノ酸残基中 5 個が塩基性アミノ酸であるなど特徴的な配列で

あった。又，乙の配列は大腸菌のEF-Tu においては α ヘリックスと α ヘリックスを結ぶループにあたる

事を考慮に入れると，乙の部分が溶媒側iζ露出して負に荷電した基質(例えばリン酸基など)と相互作用

をしているものと思われる。次に T. thermophi1us HB8 の tufA 遺伝子の大腸菌内における発現を

試みた。発現ベクターとしてトリプトファンプロモーター( t r p p r omo t e r )を有し， trp prornoter 

の下流に多くの制限酵素切断部位を有するプラスミド pKH9 を作成した。これにT. thermophilus 
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HB8 の tufA遺伝子を組込み，大腸菌に形質転換し，発現を行なった。発現量としては大腸菌の総蛋白

質量の 7--8 必であった。次に乙の発現されたT. thermoph i 1 us HB8 の EF-Tu が大腸菌内で機能

しうるかを調べた。方法としては大腸菌の tuf 遺伝子に変異が起こり，抗生物質キロマイシンに対し耐

性を示す変異体LBE2012 を用いた。乙の変異体に正常な tuf 遣伝子が導入され，正常なEF-Tu が

発現され，機能するとキロマイシンに対し感受性を示す様になる。そこでT. thermophi lus HB8 の

tufA 遺伝子を発現ベクターに組込んだプラスミドを乙の変異体に導入した所，表現型がキロマイシン

耐性からキロマイシン感受性に変化した。乙の事より T. thermophilus HB8 の tufA 遺伝子が大腸

菌内で発現され，機能している事が判明した。次に tufA遺伝子が含まれているストレプトマイシンオペ

ロン (st r オペロン)のクローニングを行なった。乙のオペロンはリボゾーム蛋白質S12遺伝子(rpsL

遺伝子) , S 7 蛋白質遺伝子 (rpsG遺伝子) , EF-G遣伝子 (fus 遣伝子) , EF-Tu遺伝子 (tufA

遺伝子)より構成されていた。乙のオペロンのプロモーター配列としては rpsL遺伝子の 5 )末端上流に

大腸菌のプロモーター配列と相向性の高いTTGCCA (-3 5 領域) , T ACACT (-1 0 領域)配列が見

つかった。 SD配列は各遺伝子の開始コドンより 5--6 塩基上流にみいだされたが， rpsG遺伝子の SD

配列と rpsL遣伝子の 3 '末端の構造遺伝子とが，また fus 遺伝子の SD配列と rpsG遺伝子の 3 '末端

の構造遺伝子とが重なり合ったコンパクトな遺伝子構成を取っていた。アミノ酸配列を比較した所，大腸

菌で用いられていた Cys 残基はT. thermophi lus HB8 で、は Val ， Al a 残基に置換されているのが自

についた。コドン使用頻度は 3 文字目がG またはCであるコドンが多く用いられていた。しかし， fus遺

伝子と tuf 遺伝子の Phe の Ile のコドンとしては 3 文字目がUである UUU ， AUU が用いられる場合が

目立つた。その理由としてはT. thermoph i 1 us HB8 は制限酵素TthHBI を産生し，その認識配列は

TCGAである。もし Phe と 11 eのコドンとして N1 UCCN1=A or U) が用いられると， (Ph e 0 r 1 1 e)ー

(Asp or Gl u) をコードする際， N1 TCGAN 2 (N 2=A, G, C, and T) となり. TCGA 配列が

現われてしまう。この様な場合UUU/AUU コドンが選択的に使用されると推定できる。 fus 遺伝子

ではUUU/AUUコドンが 1 2目 tufA遺伝子では 2 3 回使われたが，そのうち上記の理由で説明できた

のは fus 遺伝子では 1 1 回あったが， tufA遺伝子では 4 固に過ぎず，残りの 1 9 回についてはし、まだ説

明がつけられない。次にT. thermophi 1 us HB8 の str オペロンの遺伝子発現の制御機構についての

考察を加えた。 T. thermophilus HB8 と大腸菌の 1 6 S rRNAの 2 次構造は良く似ており S 7 蛋

白質はU一 1 222 に結合すると思われる。大腸菌では rpsL遺伝子と rpsG遺伝子の閣の領域

(intercistronic region) が 1 6 S rRNAの 2 次構造と似た構造を取り， S 7 蛋白質が 16SrRNA

だけでなく mRNA にも結合し， rpsG 遺伝子の発現を制御していると考えられているo T. thermo-

phi lus HB8 の場合では， rpsL遺伝子の 5' 末端領域の mRNAが 16S rRNA の 2 次構造に似た構造

を取りうる事がコンビュータ検策より明らかになった。乙の事より S7 蛋白質は rpsL 遺伝子のmRNA

に結合し， rpsL 遺伝子のみ，あるいは rpsL遺伝子及び， rpsG遺伝子両方の翻訳段階でのリプレッサー

として働いている可能性があると考えた。最後に rpsG 遺伝子の 5' 末端周辺領域では pur i n e -b ase 

r i ch な塩基配列が 130 塩基中に 4 回繰り返されていた。さらに， 乙の繰り返し配列中にはnon-optimal

codon が多く含まれていた。乙の意味としては翻訳速度を減少し、 rpsG 遺伝子または，その下流の遺伝
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子の翻訳を制御している可能性や繰り返し配列が形成するループ構造に何らかの意味があるように思われ

る。

論文の審査結果の要旨

久代君は，高度好熱菌Thermus thermophilus HB8 由来のポリペプチド鎖延長因子のクローニ

ング，大腸菌内での発現およびストレプトマイシンオペロン遺伝子の解析などを行ない，遺伝子発現の制

御機構，使用コドンの特異性など多くの新しい知見を得た。

以上の研究は，分子生物学や蛋白質生合成分野に多大の貢献をしたものと認め，薬学博士の学位請求に

十分値するものである。
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